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　Preoperative　radiation　therapy　for　cancer　of　the　rectum　has　contributed　to　the　improvement　of
treatment　results．　However，　effects　of　radiation　therapy　are　not　uniform．　No　definite　conclusions
regarding　the　factors　that　determine　the　effect　of　radiation　therapy　have　been　reached．　ln　the
present　study，　we　evaluated　comparative　assessments　of　the　histological　effect　of　radiotherapy　in
relation　to　the　DNA　ploidy　pattern　and　the　PCNA　positivity　rate．　Most　cases　in　which　degenerative
necrosis　due　to　irradiation　was　observed　in　a　relatively　deep　region　showed　extensive　effects
histologically，　but　cases　with　mucous　lakes　tended　to　show　small　effects　histologically．　ln　diploidy
cases，　the　PCNA　positivity　rate　dropped　significantly　as　a　result　of　irradiation，　and　growth　of　tumor
and　cancer　cell　viability　tended　to　decrease．　We　suggest　that　the　effects　of　irradiation　could　be
predicted　by　using　biopsy　materials　and　studying　the　DNA　ploidy　pattern　and　the　PCNA　positivity
rate．
1．緒 言
　当教室では進行直腸癌の治療成績向上のため①領
域転移リンパ節の退行変性②リンパ流の阻害③原発
巣の縮小による手術適応の拡大④術中　implanta－
tionによる再発予防⑤局所再発の予防，を目的とし
て1968年より術前放射線照射療法を施行してきた．
しかしながら，症例によりその効果には著しい差異
があり術前に照射効果の予想をし，適応を明らかに
することが必要となってきている．癌細胞の放射線
感受性については，細胞周期学的にはG、後期から
S初期にかけてとM期に高く，G、初期とS後期か
らG、期に低いことが解明されている1）．近年，増殖
期細胞に対するモノクロナール抗体の作製，flow
cytometory技術の発展にともないさまざまの細胞
学的動態解析がなされている．本研究ではretro－
spectiveな解析が可能な抗Proliferating　Cell　Nucle－
ar　Antigen（PCNA）抗体2）3）（PC　10）を用いPCNA
陽性率を測定し，DNA　ploidy　patternとの関連性
を踏まえ，癌胞巣の細胞動態の変化を照射前後で解
（1993年12月9日受付，1994年1月27日受理）
Key　words：直腸癌（Cancer　of　the　rectum），術前照射（Preoperative　irradiation　therapy），　DNAプロイディ
ーパターン（DNA　ploidy　pattern），　PCNA陽性率（PCNA　positivity　rate）
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照射単
　　　　照射　1．8Gy×17回　　　　　　　　　　　　　　　　　　手術
照射ACNU
　併用
ACNU　30mg／m2×3回
漸　　　　壷　　　　壷
替不替　　替替冷　替替不
照射　　1．8Gy×17回
　　　　　　　図1　照射方法
2週以内
手術
高し組織学的照射効果との関連性を検討した．
II．研究対象と方法
　1．対象
　「第2次，第3次直腸癌手術と放射線合併療法研究
会」（直筆研）4）のプロトコールに従い（図1），1989
年1月より1993年6月まで4年6カ月間に当教室
で術前放射線照射療法を施行した直腸癌37例を対
象とした．照射単独群24例（64．9％），nimustine
hydrochloride（ACNU）併用群13例（35．1％）で
あった．性別は男性27例，女性10例，年齢は24歳
から81歳までで平均年齢59．9歳であった．「大腸癌
取扱い規約」5）に従った臨床病理学的分類は，腫瘍占
居部位が下部直腸（Rb）：23例，上部直腸（Ra）：8
例，直腸S状部（Rs）：6例であり，組織型は高分化
腺癌（well）11例，中分化腺癌（mode）22例，粘液
癌（muci）4例で，その術前StageはIII’：26例，
IV’：11例であった（表1）．
　2．病理組織学的検討
　1）組織学的照射効果判定
　ホルマリン固定hematoxylin－eosin（H－E）染色
標本を用い，「大腸癌取扱い規約，薬物療法ならびに
放射線治療による組織学的効果判定基準」6）に従っ
て判定し（表2），Grade　Oおよび1aを効果（一），
Grade　l　b，2，および3を効果（＋）とした．
　一般に，急性の照射効果として癌細胞には多核化，
核崩壊，核膨化，核淡明化，核奇態，細胞質の好酸
化等の退行性変化，また慢性変化として血管内膜硝
子化による内腔狭小化などの血管変性が認められる
とされている7）8）．本研究では，上記の変性に加え特
に①照射前生検組織に粘液産生癌細胞を認めず，手
術材料中のmucous　lakeにviabilityの高い癌細胞
が存在しない場合には，照射による粘液変性（図2）．
②癌部及びその周辺組織の血管変性の結果として生
ずる循環障害による肉芽組織，壊死組織（図3，4）
も照射効果有りとして判定した．
　2）変性，壊死分布の検討
　変性，壊死癌細胞について照射効果分布の面から
病理組織学的に検討し，以下の如く分類した（図5）．
①変性，壊死が主にpm野州深の腫瘍深部により強
くみられるdeep　type，②変性，壊死が主にm，　sm
層の腫瘍表層により強くみられるsurface　type，③
前記①，②に属さず，変性，壊死が腫瘍全体に散在
性にみられるscattered　type，④遺残癌細胞のvia－
bilityの高いmucous　lakeが最大割面の30％以上
の広範に存在するmucous　lake　typeの4型に分類
した．
　3．　Proliferating　Cell　Nuclear　Antigen
　　（PCNA）の検討
　1）PCNA免疫組織染色法
　病理組織学的検討に用いた試料の連続切片を作製
し，1次抗体として抗PCNA抗体（PC　10，　DAKO
社製）を用い，Avidin－biotin　peroxidase　complex
（ABC）法9）により発色させ，　Meier－Hematoxylin
にて核染色を行った（図6，7）．
　2）PCNA陽性率算定法と検：討項目
　強拡大視野（400倍）にて観察し，染色性を示すも
のを陽性とし，1視野200個以上の腫瘍細胞中の
PCNA陽1生細胞数を計測して百分率で表わし，5視
野の平均値をPCNA陽性率とした．腫瘍および正
常腺管細胞中に占めるPCNA陽性細胞の割合に基
づき，25％未満（軽度陽性率群），25％以上55％未満
（中等度陽性率群），55％以上（高度陽性率群）の3群
に分類した．
　照射ならびにACNUの効果がPCNAに及ぼす
影響を検討するため，治療前後のPCNA陽性率を
測定し，その差についても検討した．同一標本で異
なる視野を観察した際の測定値の標準偏差が約5％
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表1対象症例
NO年齢 性 組織 深達度 最大径 前stagegrade前PCNA 後PCNA PCNAﾏ化
前DNA 後DNA ACNU
1 51 Fmode｝ 15 III’ 3 91．2 一 一 D D 一
2 63 Mmodepm 35 IIIノ 1a 68．4 48．4 20．0 A A 一
3 69 MmodeSS 60 III’ 1a 68．3 32．7 35．6 A D 一
4 56 F SS 30 III〆 0 67．2 31．0 36．2 一 D 一
5 71 MmodeSS 40 III’ 1b 66．7 57．7 9．0 D D 十
6 46 M a1 40 III’ 2 64．3 17．0 47．3 D D 十
7 52 Mmodeal 50 IV’ 2 63．7 15．0 48．7 A A 一
8 81 Mmodepm 80 III’ 2 63．5 64．8 一1．3 A A 一
9 49 Mmodea1 70 III’ 1b 60．1 52．0 8．1 A A 一
10 63 Mmodea1 45 III’ 1b 58．6 55．7 2．9 D A 十
11 24 FmodeSS 50 IV’ 1a 58．4 61．6 一3．2 一 一 一
12 60 Mwe11pm 35 HI■ 1a 58．1 24．2 33．9 一 A 一
13 66 MmodeSS 110 IV’ 1a 55．9 33．8 22．1 一 A 十
14 56 Mmodepm 45 III〆 1a 50．9 37．0 13．9 D D 一
15 59 Mwella1 30 III’ 2 50．7 29．1 21．6 A A 十
16 73 Mmodea2 65 IV1 2 50．4 43．2 7．2 一 D 一
17 70 Mwella2 40 IIIノ 1a 49．2 36．9 12．3 D 一 十
18 52 FmodeSS 20 IV’ 1a 48．2 48．4 一〇，2 一 A 十
19 59 Mwe11SS 20 III’ 2 48．1 35．3 12．8 D D 一
20 63 Mmodesi 56 IV’ 1b 47．6 50．0 一2，4 一 D 一
21 63 Mwellpm 55 III’ 1a 45．5 40．0 5．5 『 A 一
22 61 MmodeSS 25 III’ 1b 35．7 21．7 14．0 D A 一
23 69 F wellpm 25 III■ 1a 31．3 22．1 9．2 D D 十
24 54 Mwella1 25 III■ 1b 25．1 24．7 0．4 D D 一
25 42 Mwe11a2 30 IV’ 2 20．8 26．4 一5．6 一 『 一
26 81 F modepm 65 IV■ 2 20．8 50．9 一30．1 A A 一
27 46 MwellSS 60 IV’ 1a 20．5 43．0 一22．5 一 ｝ 一
28 65 F wellpm 30 III’ la 18．8 21．2 一2，4 D 一 十
29 51 Mwella1 60 IV’ 1a 17．2 69．3 一52。1 A 一 一
30 63 Mmodepm 40 III’ 1a 14．0 30．3 一16．3 A A 十
31 57 MmodeS 40 III’ 2 一 50．4 十 一 一 十
32 74 M SS 30 IIIノ 0 一 一 一 一 D 十
33 41 M a1 50 IIIノ 1a 一 38．3 一 一 D 一
34 52 Mmodepm 25 IV’ 2 一 31．1 一 A A 一
35 66 F modeSS 50 III’ 2 一 23．4 『 A D 十
36 67 F modea2 30 III’ 2 一 一 一 D D 一
37 80 F modeSS 30 III’ 1a 一 一 一 A A 一
性：F女性，M男性，組織：well高分化腺癌，　mode中分化腺癌，　muci粘液癌，最大径：mm，　PCNA：％，
DNA：D　diploidy，　A　aneuploidy
表2　組織学的治療効果判定
Grade 癌組織変性壊死範囲
効果一 Grade　O
frade　la
癌組織に変性，壊死等の変化を殆ど認めない
熨g織の1／3以下に変性，壊死等の変化を認める
効果＋ Grade　lb
frade　2
frade　3
癌組織の1／3以上2／3未満に変性，壊死等の変化を認める
熨g織の2／3以上に変性，壊死等の変化を認める
熏ﾗ胞がすべて壊死に陥っているか，融解，消失している
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deep　type 連続切片をブロンクより4μmで作製
m
sm poly一レlysine　cortingスライドグラスに乗せふ卵器で乾燥（37℃，12時間）
pm
ss，af
s，a2
パラフィンを除去
surface　type 0．3％H20、加メタノール溶液で内因性ペルオキシダーゼを阻害
m
sm Phosphate　Buffer　Saline（PBS）で洗浄
pm 正常ブタ血清と室温5分間反応
scattered　type
ss，al
s，a2
i
m
sm
1次抗体として1％B。bine　Serum　Albumln（BSA）加PBSで200倍に
希釈された抗PCNA抗体（PCIO，DAKO社製）を，室温で12時間反応
pm
ABC法にて発色
ss，al
s，a2
Meier－Hematoxylinにて核染色
図6　PCNA染色法
mucous　lake　type
m
sM
pm
ss，al
s，a2
搾：変性壊死部，　黙：mucous　lake部
　　図5　変性，壊死分布の分類
となったため，治療前後の変化が5％未満のものは
変化無しとした．
　4．DNAの測定
　1）試料の作製
　照射前は，内視鏡下に腫瘍肛門側周堤より2～4ケ
所採取した新鮮凍結標本または10％ホルマリン固
定後パラフィン抱埋標本を使用した．手術材料は，
原則として照射前の検体と同部位より5mm角の組
織を採取し，術前検体と同様な方法で試料を作製し
た．新鮮凍結標本はVindelΦvら10）の方法に準じ，
パラフィン炮埋標本はHedleyら11）の方法に準じ，
propidumiodide染色し測定に供した（図8－1，2）．
　2）DNA　histogramの解析
　DNA　histogramの測定はEPICS　PROFILE
（Coulter社製）を用いflow　cytometry法（FCM）
にて行なった．
　DNA　ploidy　patternは原則として口側切除断端
の正常腸管組織を標準とし，得られたヒストグラム
のうち単一のGo／G、　peakを2c領域に認め，　DNA
index（DI）が0．9以上1．1未満をdiploidy，それ以
外をaneuploidyとした．
　5．統計学的検定法
　検定はκ2検定またはt検定を行い，P〈0．05を
有意差ありとした．
IIL研究成績
　研究対象37例の背景因子ならびに照射効果，
PCNA陽性率，　DNA　ploidy　patternを表1に示す．
　1．病理組織学的検討
　照射効果と変性，壊死分布と組織型について表3
に示す．deep　type　9例中8例88．9％に照射効果を
認めたが，mucous　lake　type　4例全てに照射効果は
認められず，deep　type，　mucous　lake　typeには照
射効果と変性壊死分布に相関性が認められた（P＜
0．05）．また効果（＋）群19例中18例94．7％が深部
にまで効果のおよぶdeep　type，　scattered　typeで
占められた．組織型は照射効果ならびに変性，壊死
分布に有意な相関性を認めなかった．
　2．PCNA陽性率の検討
　照射前PCNA陽性率が測定可能であったものは
（5）
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新鮮凍結標本 パラフィン包埋
室温にて解凍
・
尖刀にて細切
　L
画
；
OI％RNase，01％Tnton　X－100溶液で，
37℃30分間1ncubatlon
・
40　mナイロンメソシュで濾過
濾過液を50μg／mlのpropldum　lodlde染色
i
flowcytometerで計測
図8－1DNA測定法
パラフィンブロックから50μrn以上の切片を得る
脱パラフィン
Cltrate　trypsin　bufferの中にsampleを入れる
Water　buth，37℃，100偶偶／min，overnight
細胞浮遊液をナイロンメッシュを通し回収
遠心上清除去，1000rpm，5min
Soln　A
mix，室温」Omin
Soln　B
mix，室温，10min
Soln　C
mix，室温，10min
FCMで測定直前にナイロンメッシュを通す
FCMで測定
29例でその平均は48．0±19．4（14．0～91．2）％であ
った．照射後については33例でその平均は38．4±
14．4（15．0～69．3）％であった（表1）．
　1）照射前PCNA陽性率と照射効果，変性壊死分
　　布
　照射前PCNA陽性率を3群に分類し照射効果お
よび変性壊死分布について示したものが表4であ
る．効果（＋）群はdeep　type，　scattered　typeの
みでsurface　type，　mucous　lake　typeは存在しな
かった．照射前PCNA陽性率25％以上の高度およ
び中等度陽性率群において効果（＋）群は23例中12
例52．2％，軽度陽性率群では6例中2例33．3％と，
25％以上で効果（＋）群が多い傾向にあったが有意
差はなかった．
　2）照射前PCNA陽性率と変化
　照射前PCNA陽性率が25％以上の23例におい
てPCNA陽性率の変化を検討すると，照射後に17
例73．9％が減少，6例は不変で，増加する症例はな
かった．PCNA高度陽性率群の12例では，照射後
減少9例75．0％，不変3例25．0％．PCNA軽度陽
性率群では，照射後減少を示すものはなく増加5例
83。3％，不変1例16．7％であった．
　また，（照射前PCNA陽性率）一（照射後PCNA
陽性率）により差を検討すると高度陽性率群では平
均21．6±18．6（一3．2～48．7）％，中等度陽性率群で
は平均8．6±7．3（一2．4～21．6）％，軽度陽性率群で
Computer解析
Stock　soln　：　Citric　Acid
　　　　Spermin
　　　Tris
　　　　NP－40
　　　　DW
Soln　A：　Trypsin
　　Stock　soln
　　lg522mg
　60mg
　2m11000m1
15mg
500mt
図8－2
Soln　B　：　Trypsin　inhibiter
　　　RNase
　　　Stock　soln
Soln　C　：　PI
　　　Spermin
　　　Stock　soln
DNA測定法
250mg
509
500m1
208mg
580mg
500ml
は平均一21．5±18．2（一52．1～一2．4）％であった（表
5）．
　照射前PCNA陽性率が25％以上の症例では，
25％未満の症例に比し組織学的効果が高く，PCNA
陽性率が減少する傾向にあった．
　3．DNA　ploidy　patternの検討
　照射前後にDNA　ploidy　patternを測定しえた症
例は21例で，照射によりaneuploidyからdiploidy
に変化したもの2例，diploidyからaneuploidyに
変化したもの2例であった（表1）．
　照射前DNA　ploidy　patternと照射効果，変性壊
死分布の相関について示したものが表6，7である
が，有意な相関性はなかった．
　4．照射前PCNA陽性率，　DNA　ploidy　pattern
　　と照射効果
　照射前後のPCNA陽性率と照射前DNA　ploidy
patternが計測可能であった19例について以下の
検討を加えた．
（6）
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表3　照射効果，変性壊死分布と組織型
効　果 効 果（一） 効　果（＋） 計
grade 0 ！a 1b 2 3
○ 00 ＊
deep ● ●● ●●● 9
（24．3）
○
surface ●● ● 4
（10．8）
○○○○○○ ○
scattered ●●●● ●●● ●●●●● 20
◎ （54．1）
＊
rnUCOUS ● 4
◎◎ ◎ （10．8）
計 2 16 6 12 1 37
（％） （5．4） （43。3） （16，2） （32．4） （2．7） （100）
O：well　differentiated　adenocarcinoma
●二moderate　differentiated　adenocarcinoma
＠：mucinous　adenocarcinoma，　’　P〈O．05
（　）：％
表4照射前PCNA陽性率と照射効果，変成壊死分布
効　果 効 果（一） 効 果（＋） 計
grade 0 1a 1b 2 3
▼ ▼ ▼▼
高度陽性一群 △△△ 12
□ ◆ ◆◆ ◆ （41．4）
▼▼ ▼
中等度陽性率群 11
◆◆◆◆ ◆ ◆◆ （37．9）
□
▼▼
軽度陽性率群 6
◆◆◆◆ （20．7）
計 1 14 6 8 0 29
（％） （3．4） （48．3） （20．7） （27．6） （100）
V：deep　type，　A：surface　type
e：scattered　type，　D：mucous　Iake　type，　N．　S．
（　）：o／o
　1）照射効果
　照射前生検材料のPCNA陽性率とDNA　ploidy
patternが照射効果に及ぼす影響について示したも
のが表8である．PCNA高度陽性率群でdiploidy
の症例は全例照射効果をみとめた．また，逆に効果
（十）群，（一）群のもつPCNA陽性率，　DNA　ploidy
patternの特徴を示したものが表9である．　DNA
ploidy　patternに差異はなく，効果（＋）群は効果
（一）群より照射前PCNA陽性率が高い傾向にあっ
たが有意差はなかった．
（7）
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　　　　表5　照射前PCNA陽性率と変化
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照射前PCNA陽性率照射前PCNA陽性率平均（％）変　化 前値一後値の平均値（％）
　55％以上
i高度陽性率群）
@　（12例）
減少9例
62．8±4．4
不変3例
21．6±18．6
25
嶋ﾈ上　23例
25％以上55％未満
i中等度陽性率群）
@　（11例）
43．9±8．9
減少8例
不変3例
8．6±7．3
　25％未満
i軽度陽性率群）
@　（6例）
増加5例
18．7±2．7
不変1例
一21．5±18．2
表6照射前DNA　ploidy　patternと照射効果
効　果 効　果（一） 効　果（＋）
grade 0 1a 1b 2 3 計
diploidy
@（％）
0 　4
i33．3）
　3
i25．0）
　4
i33．3）
　1
i8．4）
12
i100）
aneuploidy
@（％）
0 　5
i41．7）
　1
i8．3）
　6
i50。0）
0 12
i100）
計（％） 0 　9
i37．5）
　4
i16．7）
　10
i41．7）
　1
i4．1）
24
i100）
　　　　　　　　　N．　S．
表7DNA　ploidy　patternと変性壊死分布
deepsurfscattmUCOUS計
diploidy
@　　（％）
　　4
i33．4）
　1
i8．3）
　　6
i50．0）
　1
i8．3）
12
i100）
aneuploidy
@　　（％）
　　3
i25．0）
　1
i8．3）
　　8
i66．7）
0 12
i100）
計（％） 　　7
i29．2）
　2
i8．3）
　14
i58．3）
　1
i4．2）
24
i100）
N．　S．
表9 組織学的効果とploidy
PCNA陽性率
土8照射前PCNA陽性率，　DNA　ploidy　pat－
　　　ternと照射効果
pattern及び照射前
diploidyaneuplody
高度陽性率群 ☆☆☆ ☆☆☆
噤
中等度陽性率群 ☆☆☆
噤噤
☆
軽度陽性率群
★
☆★★
☆：効果（＋），★：効果（一），N．　S．
　表10ploidy　patternとPCNA陽性率
diploidyaneuploidy計
効果（＋）
iPCNA％）
　　　6
S9．8±16．6
　　5
T1．8±18．1
　　11
T0．7±16．4
効果（一）
iPCNA％）
　　　4
R7．6±15．3）
　　4
S2．0±30．5
　　8
R9．8±22．5
　　計
iPCNA％）
　　10
S4．9±16．5
　　9
S7．4±23．2
　　19
S6．1±19．4
照射前PCNA
　陽性率
照射後PCNA
　陽性率
diploidy
aneuploidy
44．9　±　16．5＊
47．4±23．2
32．9±14．4＊
43．6±18．0
＊P〈O．05
N．　S．
（8）
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　照射前
70　o／o
soo／，
300／o
lo　o／，
照射後 　照射前
7090
5090
3090
　　　　　　　　　　　　　　1090
diploidy　aneuploidy　図9ploidy　patternとPCNA陽性率変化
照射後
表11照射前PCNA陽性率，　DNA　ploidy
　　　patternと照射効果
表12ACNUとPCNA陽性率変化
ACNU（＋） diploidyaneuplody
高度陽性率群 ☆☆☆
中等度陽性率群
★★
☆
軽度陽性率群
★ ★
照射前PCNA　照射後PCNA
　陽性率　　　　　陽性率
ACNU投与（＋）　45．8±18．4％　　35．2±14．4％
ACNU投与（一）　46．9±18．1％　　40．6±15．2％
ACNU（一） diploidyaneuplody
高度陽性率群 ☆ ☆☆☆
噤
中等度陽性率群 ☆☆☆
軽度陽性率群 ☆★
N．　S．
☆：効果（十），★：効果（一），N．　S．
　2）ploidy　patternとPCNA陽性率変化
　照射がPCNA陽性率に及ぼす変化をDNA
ploidy　pattern別に検討したものが表10である．
aneuploidy群では有意な変化はみられなかったが，
diploidy群では照射により有意にPCNA陽性率は
低下した（図9）．
5．ACNU併用の検討
　1）照射前PCNA陽性率，　DNA　ploidy　pattern
と照射効果
　ACNU投与群と非投与群…にわけ照射効果につい
て検討を加えた結果，有意な相関性は認められなか
った（表11）．
　2）PCNA陽性率
　照射前後ともにPCNA陽性率が測定可能であっ
た29例について検討を加えた．
　ACNU投与群10例のPCNA陽性率の平均は，
照射前45．8±18．4％で照射後は35．2±14．4％であ
った．ACNU非投与群19例では，照射前46．9±
18．1％，照射後40．6±15．2％であった．両群ともに
低下する傾向にあり，ACNU投与群の方がその度合
が大きかったが有意差はなかった（表12）．
　さらに，照射前DNA　ploidy　patternと照射前後
のPCNA陽性率が測定可能であった19例につい
てDNA　ploidy　pattern別に検討を加えたものが表
13である．diploidy群aneuploidy群ともにACNU
（9）
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表13－1diploidy症例に対するACNUの投与と
　　　PCNA陽性率
表13－2aneuploidy症例に対するACNUの投与と
　　　PCNA陽性率
照射前PCNA　　照射後PCNA
　陽性率　　　　　陽性率
照射前PCNA　照射後PCNA
　陽性率　　　　　陽性率
ACNU投与（＋）　48．2±19．3％　　35．1±18．0％
ACNU投与（一）　40．0±11．9％　　29．7±7．6％
ACNU投与（＋）　32．4±26．0％　　29．7±0．8％
ACNU投与（一）　51．7±22．6％　　47．6±18．6％
N．　S．
投与によるPCNA陽性率の変化に相関性は認めら
れなかった．
　照射後のPCNA陽性率が，　aneuploidy群の
ACNU非投与症例で高値を示したが有意差は認め
られなかった．
IV．考 察
　直腸癌術前照射療法は，1922年Schmieden12）が
その有効性を報告して以来，臨床的治療効果13），予
後14），併用療法15）に関する報告は数多くみられる
が，その治療効果のばらつきの原因や，照射療法や
併用療法の適応に関する明確な結論には至っていな
い．また，照射による臨床的治療効果と組織学的治
療効果の差異はしばしば経験するが，遺残癌病巣よ
り既存癌病巣に対する効果を推定するには限界があ
る．直腸癌は管腔臓器に発生するため，変性，壊死
に陥った表層の癌細胞は，脱落する傾向にあり，そ
の割合が多いほど癌病巣の縮小と組織学的効果に矛
盾が生ずる．そこで変性，壊死分布を4型に分類し，
既存癌病巣に対する効果判定の一助とした．deep
typeは臨床的にew5）の増大に寄与し，組織学的に
は変性，壊死した癌細胞が遺残する傾向にあるため
矛盾は比較的少ないと推測される．一方，surface
typeは臨床的に閉塞；機転の解除に寄与し，組織学的
には矛盾が多い傾向にあると推測される．表3に示
すごとく，癌病巣が完全消失した1例を除くとその
傾向は明らかである．mucous　lake　typeについて
は，中村ら16）の，粘液産生の多いものほど照射効果
が低いという報告と一致した．
　本研究では治療効果の予測を目的とし，術前生検
材料と手術材料におけるDNA　ploidy　patternと
PCNA陽性率を測定し，その相関性について検討し
た．
　PCNAは，細胞周期のG、後期からS期にかけ
て合成されるDNA　polymerase一δの補助蛋白質
で，G1後期からS期の前半にかけて合成が行われ
N．　S．
るとされている2）3）17）18）．一般に癌細胞の放射線感受
性はG、後期からS初期にかけてとM期に高く，
G、初期とS後期からG2期に低いことが解明され
ている1）．従って，G、後期からS期前半の細胞を示
すPCNA陽性細胞を多く持つPCNA高陽性率癌
病巣は放射線感受性が高いことが推測される．また，
PCNA高陽性率症例の予後が不良であるという報
告 9 を考慮すると，PCNA陽性率25％以上の症例
で照射効果が高く，また照射によりその陽性率が減
少したことは，臨床的意義も大きくPCNA高陽性
率症例における術前照射療法の有用性が示唆され
た．
　またDNA　ploidy　pattern別にみるとdiploidy症
例では照射により有意にPCNA陽性率の低下が認
められ，また照射前のPCNA陽性率が55％以上の
症例では12例中9例が減少を示し，平均21．6％で
あった．従って，照射前生検によりPCNA陽性率
55％以上でdiploidyを示す症例には最も術前照射
の効果が期待できると推測された．
　全般的にPCNA陽性率は照射により減少する傾
向にあったが，中には変化の無いものや増加を呈す
るものもあった．まず照射前PCNA陽性率55％以
上の高陽性率群について検討を加えると，全例減少
傾向にあり，組織学的効果がみられたものは12例中
6例であった．特に，照射後癌細胞が消失していたた
めPCNA陽性率算出不能となり検討から除外され
たGrade　3の症例は，照射前PCNA陽性率測定中
元高の91．2％を示した．高陽性率群の中で組織学的
効果の上がらなかった6例の変性，壊死分布を見る
と，mucous　lake　type　1例，　surface　type　3例，
scattered　type　1例，　deep　type　1例であった．前述
のごとくmucous　lake　typeについてはPCNA値
に拘わらず全例照射効果が認められず，また　sur－
face　typeについては，表層の壊死組織が脱落したた
めではないかと推測される．deep　typeにもかかわ
らず効果の無かった1例は肉眼型4型，最大径110
（　10　）
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㎜の症例で粘膜下に癌細胞が広範に拡がる特殊な
形態が照射効果になんらかの影響を与えているもの
と推測された．
　一方，照射前PCNA陽性率が25％未満の症例で
は，照射により全例PCNA陽性率が上昇傾向を示
した．これは，照射により変性壊死を生じた細胞に
占めるG、後期からS初期の細胞が少ないことを表
わしている．これらの癌病巣では，M期の細胞に照
射効果がより強く現われていることが推測される．
　一般にDNA　ploidy　patternは癌の生物学的悪性
度や予後をよく反映するとする報告が多く，aneu－
ploidyの悪性度が高いとされている20）．当教室中
島21）は大腸癌の細胞核DNA一時蛋白量のtwo
parameter解析により同様の所見を得ている．本研
究では，その生物学的悪性度が術前照射により如何
なる影響を受けるのか検：討を加えた．
　中津川22）によれば，放射線によるDNA損傷は，
修復の過程で生じたものも含めて，一重鎖切断も二
重鎖切断も，数時間以内にほとんどが再結合し，二
重鎖が染色体異常生成に向かう異常再結合をして
も，DNA分子の大きさを指標にして測定するため，
解析不能だとしている．またこの再結合の速度は細
胞周期によらず，ほぼ一定で，むしろDNA複製に
ともなって，二重鎖の異常結合が促進され，染色体
異常を生じることも報告されている．また，DNA複
製はearly　S期に細胞の生命維持に必要な遺伝子
housekeeping　genesが複製され，次いで増殖関連遺
伝子growthassociated　genesが複製される23）．従
って，放射線治療は細胞周期的には効果的な時期に
作用するがその修復機転を考えると，DNA　ploidy
patternにより量的異常を見るだけでは不完全で，
転座に見られるような質的異常を考慮する必要があ
る．しかしながら本研究において，照射により量的
な変化が生じた症例があったので検討を加える．こ
のうちdiploidyからaneuploidyに変化したものは
heterogenietyの可能性を否定できず，単純に照射
による変化とは断定できない．一方，aneuploidyか
らdiploidyの変化を示したものが2例あった．
Makino24）のstemline　theoryによれば，　DNA量
の異常なaneuploidyの癌細胞は放射線感受性の高
いstem　lineを含んでいる可能性があるので，それ
が照射により淘汰されそのためdiploidyの細胞が
stem　lineとして残った結果とも推測できる．しかし
ながら，本研究では必ずしもaneuploidyの症例に
照射効果が高いわけではなく，壊死細胞と残存腫瘍
細胞でのaneuploidy細胞の比率と，その経時的な
測定が必要と示唆された．
　近年，放射線治療効果との相乗効果を目的として，
抗癌剤を増感剤として使用する併用療法が施行され
ている．nimustine　hydrochloride（ACNU）は頭頚
部腫瘍で広く臨床応用され，その相乗的細胞致死効
果はACNUの細胞内アルキル化による亜致死細胞
損傷に放射線による亜致死細胞損傷が加わることに
より致死的効果がもたらされ25），細胞周期的にはS
期に致死的効果が強いとされている26）．さらに，教室
の鈴木らの報告27）によれば，マウス可移植性大腸癌
であるcolon　26の実験的研究から，　ACNU少量投
与，放射線少線量照射単独では効果が少ないが，両
者の併用で，単独少量投与，大線量照射と同等もし
くはそれ以上の相乗効果が認められている．この
ACNUの併用効果をploidy　pattern別に検討する
と，diploidyの症例では照射後のPCNA陽性率が，
投与群，非投与群で差異はないが，aneuploidyの症
例ではACNU投与群が非投与群に比し低値を示し
た．ACNUがG、一S期に作用することを加味する
と，diploidyの症例では，照射により死滅するG、一
S期の細胞を増やすことはないが，aneuploidyの症
例では照射により死滅し得なかった細胞がACNU
により死滅したためと考察される．従って，aneu－
ploidyの症例にはACNUを併用することにより，
PCNA陽性率が低下し臨床的効果が期待される．
　以上より，PCNA陽性率，　DNA　ploidy　pattern
を用いた放射線高感受性症例の選択が，治療成績の
向上に寄与すると示唆された．
V．結 語
　直腸癌術前照射症例の照射前後の組織診断，
ploidy　pattern，　PCNA陽性率を検討し，以下の結
論を得 ．
①deep　typeは組織学的効果（＋）が多く，mucous
lake　typeは効果（一）が多かった．
②diploidy症例は，照射により有意なPCNA陽
性率の低下を呈した．
③照射前PCNA陽性率55％以上の症例は術前照
射によりその陽性率は低下する傾向にあった．
④照射前生検で，PCNA陽性率55％以上でdi－
ploidyの症例は術前照射の効果が高いことが示唆
された．
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⑤照射前生検でaneuploidyの症例は，　ACNUを
併用することによりPCNA陽性率を減少させ得る
ことが示唆された．
⑥照射前生検組織のploidy　pattern，　PCNA陽性
率を測定することにより放射線治療効果の予測が可
能になると推察された．
　稿を終るに臨み，御指導，御校閲賜りました恩師
木村幸三郎教授に深甚なる感謝の意を表しますとと
もに，研究にあたり御三燵を頂いた病理学海老原善
郎教授，放射線学網野三郎教授に深謝致します．ま
た，御協力いただきました教室員各位に感謝申し上
げます．
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